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家 等 幼虫 BmToll9 基因 对 肽 聚 糖 和 
金黄 色 和 葡萄 球菌 的 响应 表达 
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摘要 :【 目 的】Toll 信号 通路 是 昆虫 中 重要 的 免疫 信号 通路 ,其 中 Toll 受 体 在 保持 Toll 通路 的 正常 
免疫 应 答 、 抵 抗 外 源 滴 原 体 中 起 到 关键 的 作用 。 本 研究 旨 在 探究 肘 聚 糖 和 金黄 色 葡萄 球菌 
Staphylococcus aureus 3} Z Æ Bombyx mori Toll 受 体 基因 BmToll9-1 和 BmToll9-2 表达 的 影响 。【 方 
法 】 将 革 兰 氏 阳 性 菌 细胞 壁 主要 成 分 肽 聚 糖 和 革 兰 反 阳 性 菌 金 黄色 葡萄 球 菌 分 别 注射 感染 家 乔 5 
WRAESI 天 幼虫 ,诱导 其 发 生 免 疫 反 应 ;采用 实时 荧光 定量 PCR 分 析 注 射 后 不 同感 染 时 间 点 
BmToll9-2 和 BmToll9-1 基因 在 家 蛋 幼 虫 中 肠 、 表 皮 、 脂 肪 体 和 丝 腺 中 的 相对 表达 水 平 。【 结果 】 往 
4 4 5 龄 幼虫 中 注射 肘 聚 糖 或 金黄 色 葡 茵 球菌 后 ,Bm7Tol19-2 基因 出 现 了 时 间 和 组 织 的 差异 性 表 
达 。 注 射 肽 聚 糖 和 金黄 色 葡 萄 球菌 均 能 诱导 5 龄 幼虫 中 肠 Bm7Toll9-2 基因 的 表达 上 调 ,注射 肽 聚 
糖 和 金黄 色 葡 葡 球 菌 分 别 在 3 和 6 时 对 基因 表达 的 诱导 效果 最 好 , 且 注 射 金 黄色 葡萄 球菌 比 注 
射 肘 聚 糖 对 基因 表达 的 诱导 效果 更 好 。 注 射 金黄 色 葡萄 球菌 能 引起 5 龄 幼虫 表皮 、 脂 肪 体 和 丝 腺 
中 BmToll9-2 基因 的 表达 上 调 ,分 别 于 注射 后 24, 6 和 24 h 时 诱导 效果 最 好 。 注 射 金 黄色 葡萄 球 
菌 亦 能 诱导 同 源 的 BmTollo-1 基因 的 上 调 表达 。【 结 论 】 KA k Bm7Toll9 基因 在 肽 聚 糖 或 金黄 色 
葡萄 球菌 注射 处 理 后 均 能 在 不 同 组 织 中 发 生 上 调 表达 ,推测 BmTollo 基因 参与 了 家 乔 对 肽 聚 糖 和 
金黄 色 葡 区 球菌 的 免疫 反应 。 

关键 词 : KA; Toll 受 体 ; BmTollo; KRÈ; 金黄 色 葡 萄 球菌 ; 基因 表达 
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Expression of BmfToll9 genes responding to peptidoglycan and 


Staphylococcus aureus in larval Bombyx mori 

HUANG Yan-Ling, HUANG Shi-Yi, LI Shu-Qiang, HE Yan-Ying, CHEN Ze-Min, LIU Ji-Sheng* 
(School of Life Sciences, Guangzhou University, Guangzhou 510006, China) 

Abstract: [ Aim] Toll receptors of Toll signaling pathway, an important immune signaling pathway of 
insects, are essential to maintain immune response against invading exogenous microorganisms in insects. 
This study aims to explore the influence of peptidoglycan ( PGN) and Staphylococcus aureus on the 
expression of the Toll receptor genes BmToll9-1 and BmTollo-2 in the silkworm, Bombyx mori. 
[Methods] PGN, the main component in cell wall of Gram-positive bacteria, and a Gram-positive 
bacterium S. aureus were respectively injected into the day-1 5th instar larvae of B. mori to induce the 


immune response. The relative expression levels of BmToll9-2 and BmTolI9-1 in the midgut, epidermis, 
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fat body and silk glands of the larvae at different time points post injection were detected by real-time 


quantitative PCR. [Results] After injection of PGN or S. aureus into the 5th instar larvae of B. mori, 


BmToll9-2 was differentially expressed at different time points and in different tissues. Injection of PGN 


or S. aureus induced up-regulation of the expression of BmToll9-2 in the midgut of the 5th instar larvae, 


achieving the best induction effect at 3 and 6 h post injection, respectively, and the induction effect of S. 


aureus was better than that of PGN. Injection of S. aureus induced up-regulation of the expression of 


BmToll9-2 in the epidermis, fat body and silk glands of the 5th instar larvae, achieving the best induction 


effects at 24, 6, and 24 h post injection, respectively. Injection of S. aureus also induced up-regulation 


of the expression of the homogenous BmToll9-1. [ Conclusion] The expression of BmToll9 genes in 


different tissues of B. mori larvae is up-regulated after injection of PGN or S. aureus, suggesting that 


BmToll9 genes are involved in the immune response of B. mori against PGN and S. aureus. 


Key words: Bombyx mori; Toll receptor; BmToll9; peptidoglycan; Staphylococcus aureus; gene 


expression 





先天 免疫 系统 (innate immune system ) 是 昆虫 第 
一 道 也 是 唯一 一 道 防线 ,在 抵抗 外 源 病原 体 和 维护 
内 环境 的 稳定 起 到 重要 作用 (Merkling and van Rij, 
2013) 。 昆 虫 的 免疫 系统 包括 细胞 免疫 (cellular 
immunity ) 和 体液 免疫 (humoral immunity ) 两 部 分 ， 
主要 的 信号 通路 包括 Tol 通路 、IMD 
(immunodeficiency) 通 路 JAK/STAT ( Janus kinase/ 
signal transducer and activator of transcription ) 通路 和 
RNA 干扰 等 (Merkling and van Rij, 2013; Liu et 
al., 2014) 。 其 中 ,Tol 通路 在 细胞 免疫 应 答 中 起 着 
重要 作用 (Chintapalli and Hillyer, 2016) 。 

Toll 通路 可 受 真 苗 和 大 多 数 音 兰 氏 阳 性 菌 激 
活 , 引起 配 体 Spätzle 的 活化 、Toll 受 体 (Toll 
receptors ) 的 结合 与 激 活 、 下 游 作用 基 MyD88 , 
Tube, Pelle 和 Rel 等 的 转录 、 抗 菌 肘 (antimicrobial 
peptides, AMPs ) 的 释放 等 ( Hetru and Hoffmann, 
2009; Yamamoto-Hino and Goto, 2016) 。 在 这 个 过 
程 中 ,Tol 受 体 在 Toll 信号 转 导 途径 中 起 着 重要 作 
用 ,参与 激活 昆虫 先天 免疫 反应 抵御 病原 体 (Evans 
ef al., 2006) 。 

Toll 受 体 是 在 研究 Hi R be Drosophila 
melanogaster 胚胎 发 育 时 发 现 的 受 体 蛋白 ( Nüsslein- 
Volhard et al., 1980) 。 随 后 又 从 果 晶 中 分 离 克 隆 出 
T Toll-2 受 体 基因 (Eldon et al., 19904) 。 目 前 在 果 
蝇 中 ,共有 9 个 Toll 受 体 被 发 现 与 研究 (Valanne et 
al., 2011; Nonaka et al., 2018) 。 通 过 对 病原 相关 
分 子 模式 的 识别 ,激活 昆虫 的 先天 免疫 反应 (Takeda 
and Akira, 2004) 。 在 昆虫 物种 如 家 看 Bombyx mori 
( Cheng et al., 2008; Tanaka et al., 2008) 烟草 天 蛾 





































































































Manduca sexta. ( Kanost et al., 2016) 小菜 蛾 Plutella 
xylostella ( &g $i fig, 2014) , Wü si WP Acyrthosiphon 
pisum ( Gerardo et al., 2011) 等 中 , 均 也 发 现 了 不 同 
的 Toll 受 体 及 其 他 免疫 相关 基因 。 

家 看 是 鲜 翅 目 模 式 昆 虫 , 已 鉴定 出 14 个 Toll 受 
体 (BmTolls) (Cheng et al., 2008; Tanaka et al., 
2008)。 其 中 ,Toll9 在 昆虫 中 是 一 个 保守 的 受 体 蛋 
FA (Luna et al., 2002; Wu et al., 2010a; Liu et al., 
2013)。 在 家 看 中 ,存在 BmTol-1 和 BmToll9-2 两 
个 Toll9 受 体 (Liu et al.，2013)。 经 大 肠 杆菌 
Escherichia coli 感染 后 ,家 看 肠 道 中 BmToll9-1 基因 
的 表达 水 平 显著 提高 (Wu et al., 20102) ; 同类 的 
BmToll9-2 基因 ,在 革 兰 氏 阴 性 菌 细胞 壁 的 主要 成 分 
脂 多 糖 (lipopolysaccharide, LPS) 和 大 肠 杆 菌 处理 
后 ,也 出 现 上 调 表达 ( 廖 文 丽 等 , 2017 ) 。 以 上 研究 
均 以 革 兰 氏 阴 性 菌 为 病原 体 ,这 与 Toll 通路 受 真菌 
和 革 兰 氏 阳性 菌 激活 的 认 知 不 同 ( Merkling and van 
Rij, 2013) , BmToll9-2 受 体能 否 对 革 兰 氏 阳 性 菌 及 
其 细胞 壁 主要 成 分 肽 聚 糖 (peptidoglycan，PCN ) 产 
生 免 疫 反 应 , 需 实 验证 明 , 从 而 完善 我 们 之 前 对 
BmToll9-2 基因 的 研究 ( 廖 文 丽 等 , 2017 ) 。 

本 研究 利用 注射 法 对 家 和 看 幼虫 进行 肽 聚 糖 和 金 
黄色 葡萄 球菌 外 源 病 原 体 的 感染 ,利用 实时 莹 光 定 
量 PCR ,检测 受 体 基因 BmToll9-1 和 BmToll9-2 在 注 
射 感染 后 家 等 幼 虫 不 同 组 织 中 不 同时 间 点 的 相对 表 
达 情 况 ,分 析 对 Bm7Tolo 基因 对 革 兰 氏 阳 性 菌 和 革 
兰 氏 阴性 菌 的 反应 ,为 研究 家 盔 的 先天 人 免疫 机 制 提 
供 实 验 数据 和 理论 基础 。 
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1 材料 与 方法 


1.1 试 虫 和 病原 材料 

本 研究 所 用 家 符 由 广东 省 农业 科学 院 乔 业 与 农 
产品 加 工 研 究 所 惠 赠 ,品系 为 "大造 "。 孵 化 后 的 幼 
虫 在 25 + 1%C ,相对 湿度 60% +5% , 光 周 期 12L: 
12D 条 件 下 ,以 新 鲜 桑 叶 饲 养 ( 雇 文 丽 等 , 2017 ) 。 

将 5 mg 肽 聚 糖 粉末 (InvivoGen) 离心 后 , W 
1 mL 无 内 毒素 水 洲 涡 均匀 化 ,再 加 入 1 mL 无 内 毒 
素 水 混合 均匀 并 离心 ,配制 成 2.5 mg/mL 的 溶液 母 
W, -20Y 保存 备用 。 所 用 无 内 毒素 水 经 过 高 压 蒸 
AKA, HAE DNA 酶 或 RNA 酶 。 

所 用 菌 种 为 金黄 色 葡 萄 球菌 ,由 广州 大 学 生命 
科学 学 院 岳 莎 老师 提供 。 挑 取 金 黄色 葡萄 球菌 单 菌 
落 接种 在 LB 液体 培养 基 中 ,37Y 振荡 培养 12 h 至 
对 数 期 。 将 菌 悬 液 以 1: 100 (v/v) 的 比例 接种 在 10 
mL 的 LB 液体 培养 基 中 ,37% 震荡 培养 2 ~3 h 至 菌 
ilk 0Dum 值 约 为 0.5 ,用 无 菌 水 稀释 至 5 x 10? cells/ 
mL 备用 。 

1.2 外 源 病 原 体 注 射 实验 与 家 等 幼虫 解剖 取样 

随机 选取 36 头 5 龄 第 1 天 的 家 看 幼虫 分 成 3 
组 (每 组 含 12 头 幼虫 ) ,每 头 家 看 年 龄 .体型 等 基本 
相同 。 对 每 头 家 和 春分 别 注射 10 pL 肽 聚 糖 溶液 (2.5 
hg) 或 10 uL 金黄 色 葡 萄 球菌 溶液 (2.5 x 10? cells), 
以 注射 10 pL 无 菌 水 处 理 作为 阴性 对 照 组 。 在 注射 












































后 的 0, 3, 6 和 24 h 进行 解剖 取样 ,平行 取样 3 H, 
即 无 落水 、 肽 聚 糖 和 金黄 色 和 葡萄 球菌 ,保证 每 个 处 理 
均 有 3 个 重复 样品 ;其 中 用 于 BmTollo2. 基因 检测 
的 组 织 包括 中 上 肠 、 表 皮 、 脂 肪 体 和 丝 腺 ,用 于 
BmToll9-1 基因 检测 的 组 织 包 括 中 肠 、 表 皮 和 脂肪 
体 。 所 有 样品 迅速 置 于 无 RNA 酶 的 离心 管 中 , 保 存 
F -80C 冰箱 备用 。 
1.3 家 大 幼虫 不 同 组 织 总 RNA 的 提取 和 cDNA 
的 合成 

使 用 RNAiso Plus (TaKaRa) 试剂 盒 ,按照 说 明 
书 提取 1.2 节 处 理 的 家 看 5 龄 幼虫 中 肠 表皮、 脂肪 
体 和 丝 腺 组 织 总 RNA ,并 通过 NanoDrop One 检测 
RNA 的 浓度 与 质量 。 

参照 PrimeScript RT Reagent Kit (TaKaRa) 使 用 
说 明 书 操作 ,以 Oligo (dT) 1 为 引物 进行 反 转录 。 反 
转录 采用 10 pL 反应 体系 ,反应 程序 : 37C, 15 
min; 85C, 5 s; 4 保存 。 以 此 cDNA 作为 实时 殉 
光 定 量 PCR 的 模板 。 
1.4 引物 设计 

本 实验 所 使 用 的 引物 均 使 用 Primer Premier 6. 0 
软件 进行 设计 。 实 时 获 光 定量 PCR 内 参 基 因 选 择 
BmTIFA4A ( Wang et al., 2008), BmTollo-2 和 
BmToll9-1 基因 根据 文献 (Cheng et al., 2008 ) 提供 
的 序列 进行 引物 设计 ( 表 1) 。 本 研究 使 用 的 引物 合 
成 均 由 生 工 生物 工程 ( 上海) 股份 有 限 公 司 完成 。 






































表 1 本 研究 使 用 的 引物 
Table 1 Primers used in this study 





引物 引物 序列 (5' -3^) 产物 大 小 (bp) 

Primers Primer sequences Product size 
qBmToll9-2-F GTTGCGATGCCTGATGAC 和 
dBmToll9-2-R TCCTGAAATTCCGCCCTA 
qBmToll9-1-R CGCAGACCGTTGACTACATG id 
qBmToll9-1-R CCAGACTGTCGTACCTTGGT 
qBmTIFAA-F TTCGTACTGGCTCTTCTCGT ii 
dBmTIF4A-R CAAAGTTGATAGCAATTCCCT 


1.5 ”实时 荧光 定量 PCR e JU zx IS E £8 Z8 rn 
BmToll9-2 和 BmToll9-1 基因 的 表达 水 平 

以 1.3 PAREKAN EER cDNA 为 模板 ， 
按照 Co Taq qPCR Master Mix ( Promega ) 说 明 书 的 
体系 进行 实时 荧光 定量 PCR。 实 验 采用 20 uL 反应 
体系 : 2 x GoTaq qPCR Master Mix 10 kwL， 上 下 游 引 
物 (10 umol/L)% 1 pL, cDNA 8 uL, 反应 条 件 : 
95*C 预 变 性 2 min; 95C 变性 15 s, 57% 退火 1 min, 


共 40 次 循环 。 采 用 Bio-Rad CFX Maestro 软件 记录 
实验 数据 ,生成 相应 的 溶解 曲线 ,确定 扩 增 产物 的 特 
异性 。 
1.6 数据 分 析 

VAR BmTIFAA 基因 为 内 参 基因 ,采用 2 ” 
方法 (Livak and Schmittgen, 2001) 分 析 不 同 注射 物 
AFEA BmToll9-1 和 BmToll9-2. 基因 的 相对 表达 量 ， 
每 个 处 理 采用 3 个 生物 重复 和 3 个 技术 重复 共 9 个 
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数据 进行 分 析 。 在 数据 统计 中 ,对 无 菌 水 处 理 的 阴 
性 对 照 组 , 肽 聚 糖 和 金黄 色 和 葡萄 球菌 处 理 的 实验 组 
进行 单 因素 方差 分 析 (one-way ANOVA) 。 





2 结果 


2.1 注射 肽 聚 糖 对 家 等 幼 虫 中 肠 Bm TolI9-2 基因 
表达 的 影响 

为 了 验证 肽 聚 糖 对 家 乔 幼 虫 Bm7ol19-2 基因 表 
达 水 平 的 影响 ,以 BmTIFAA 基因 为 内 参 基 因 , 对 注 
射 肽 聚 糖 的 家 看 幼 虫 中 肠 进行 实时 荧光 定量 PCR 
以 检测 Bm7ol19-2 基因 的 表达 水 平 。 结 果 显 示 ( 图 
1) ,在 0h 时 ,家 看 幼虫 中 肠 Bm7ol1922 基因 在 对 照 
组 和 实验 组 的 相对 表达 量 分 别 为 0. 00039 和 
0. 00037 ,无 明显 差异 ;注射 3 h 后 ,Bm7Tol1922 基因 
的 相对 表达 量 为 0. 00066 ,是 对 照 组 的 2. 24 倍 ; 注 
射 6 上 后 ,Bm7Tol192 基因 的 相对 表达 量 为 0.00039 , 
是 对 照 组 的 1. 99 倍 ;在 24 h H}, BmToll9-2 基因 的 
相对 表达 量 为 0. 00112 ,是 对 照 组 的 1.73 倍 。 与 注 
射 无 菌 水 相 比 ,注射 肽 聚 糖 后 ,在 3 h 时 对 Bm TollI9- 
2 的 上 调 作 用 最 显著 ,诱导 效果 最 好 。 
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图 1 注射 肽 聚 糖 对 家 看 5 龄 幼虫 中 肠 中 
BmToll9-2 相对 表达 水 平 的 影响 
Effect of injection of peptidoglycan (PGN) on 


























Fig. 1 
the relative expression level of BmToll9-2 
in the midgut of the 5th instar larvae 
of Bombyx mori 
图 中 数据 为 同一 次 实验 的 3 个 平均 值 + 标 准 差 ; 柱 上 不 同 字母 表 
示 差 异 显著 (P<0.05)( 单 因素 方差 分 析 )。 柱 上 乘 号 加 数值 表 
示 实 验 组 与 对 照 组 (注射 无 菌 水 ) 相同 时 间 点 比较 的 表达 水 平 倍 


数 。The data in the figure are shown as mean + SD with three 























replicates. Different letters above bars mean significant difference 
(P «0.05) (one-way ANOVA). The multiplication sign plus value 
on the column means the relative expression folds between the 
experimental group and the control group ( injection of Milli-Q water) 


at the same time point. 图 2 和 图 3 同 The same for Figs. 2 and 3. 


2.2 EEH fe A EK DG] CR A RAS [e] 2B ZR rn 
BmTollI9-2 基因 表达 的 影响 

为 了 进一步 验证 外 源 病 原 体 对 家 看 幼虫 
BmToll9-2 基因 在 家 泰 不同 组 织 中 表达 水 平 的 影响 ， 
对 家 和 在 幼虫 进行 金黄 色 和 葡萄 球菌 注射 。 严 光 定 量 
PCR 结果 表明 (图 2: A) ,在 注射 后 h 时 ,家 看 幼 
虫 中 肠 中 BmToll9 2 基因 在 对 照 组 和 实验 组 的 相对 
表达 量 无 显著 差异 ,分 别 为 0.00039 和 0. 00037; 注 
射 3 h 后 ,Bm7Tol9-2 基因 的 相对 表达 量 为 0.00107 , 
是 对 照 组 的 3.64 fi; 1E 5] 6 h 后 ,Bm7o19-2 基因 的 
相对 表达 量 为 0.00103 ,是 对 照 组 的 5.30 倍 ;在 24 h 
HF, BmToll9-2. 基因 的 相对 表达 量 为 0.00180 ,是 对 
照 组 的 2.78 倍 。 金 黄色 葡萄 球菌 诱导 BmToll92 
基因 在 家 看 幼虫 中 肠 的 上 调 表 达 在 6 h 最 显著 ,诱导 
效果 最 好 。 

由 图 1 和 图 2(A) 可 以 看 出 ,注射 金黄 色 葡 萄 球 
菌 诱导 BmTollo-2 基因 上 调 表 达 的 效果 更 好 ,因此 
我 们 采用 金黄 色 葡 萄 球菌 注射 的 样品 检测 Bm Tolo - 
2 基因 在 家 大 幼虫 其 他 组 织 中 的 相对 表达 水 平 。 

在 注射 后 0 h 时 ,家 和 看 幼虫 表皮 中 BmToll9-2 基 
因 在 对 照 组 和 实验 组 的 相对 表达 量 无 明显 区 别 ( 图 
2; B) ;注射 3h Jii , BmToll9-2 基因 的 相对 表达 量 为 
0.00076 ;注射 6h Jii , BmToll9 2. 基因 的 相对 表达 量 
为 0. 00221, 是 对 照 组 的 1.45 fi, Œ 24 h 时， 
BmToll9-2 基因 的 相对 表达 量 为 0.00119 ,是 对 照 组 
的 2.77 倍 ,表明 注射 金黄 色 和 葡萄 球菌 24 h 时 对 
BmToll9-2 的 上 调 作 用 最 显著 。 

家 看 幼虫 脂肪 体 中 Bm7ol9-2 基因 在 注射 后 0 h 
时 的 相对 表达 量 无 明显 差异 (图 2: C), 与 对 照 组 
(注射 无 菌 水 ) 相 比 ,注射 金黄 色 葡 萄 球菌 3 h 后 ， 
BmToll9-2 基因 的 相对 表达 量 为 0. 00046 ,是 对 照 组 
890.60 倍 , 下 调 了 1.67 倍 ;注射 金黄 色 和 葡萄 球菌 
6 hb 和 24 后 ,Bm7o19-2 基因 的 相对 表达 量 分 别 为 
0. 00502. 和 0. 00362 , 分 别 是 对 照 组 的 4.81 倍 和 
1.62 倍 。 与 注射 无 菌 水 相 比 ,注射 金黄 色 葡 萄 球 戎 
可 诱导 BmToll9-2 基因 在 脂肪 体 中 的 相对 表达 水 
平 ,在 6 的 诱导 效果 最 好 。 

在 注射 后 0 h 时 ,家 春 幼 虫 丝 腺 中 Bm7ol19-2 基 
因 在 对 照 组 和 实验 组 的 相对 表达 量 无 显著 差异 
(P>0.05)( 图 2:; D); Ef 3 h JG, BmToll9-2. 基因 
的 相对 表达 量 为 0. 020 ,是 对 照 组 的 3.02 倍 ;在 24 
h EF , BmToll9-2 基因 的 相对 表达 量 为 0.0057 ,是 对 
照 组 的 5. 68 倍 。 金 黄色 葡萄 球菌 诱导 BmTollo-2 
基因 在 家 春 幼 虫 丝 腺 的 上 调 表 达 在 24 h 更 显著 , 诱 
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图 2 注射 金黄 色 和 葡萄 球菌 对 家 香 5 龄 幼虫 不 同 组 织 中 BmToll9-2 相对 表达 水 平 的 影响 


Fig. 2 Effect of injection of Staphylococcus aureus on the relative expression level of BmToll9-2 in 





different tissues of the 5th instar larvae of Bombyx mori 


A; 中 肠 Midgut; B: 表皮 Epidermis; C: 脂肪 体 Fat body; D; 丝 腺 Silk glands. 








导 效 果 更 好 。 
2.3 ”注射 金黄 色 葡 萄 球菌 对 家 和 看 幼虫 不 同 组 织 
BmToll9-1 基因 表达 的 影响 

由 于 BmToll9-1 基因 与 BmTollo-2 基因 同属 
Toll9 家 族 , 为 了 明确 同样 的 外 源 病原 体 对 BmToll9- 
1 基因 的 表达 模式 是 否 产 生 影响 ,同样 采用 注射 金 
黄色 葡萄 球菌 的 方法 ,并 进行 实时 灾 光 定量 PCR f 
测 BmToll9-Y 基因 的 在 相同 组 织 中 的 表达 水 平 , 结 
果 如 图 3 所 示 。 

在 注射 金黄 色 葡 萄 球菌 的 家 和 春 幼 虫 中 肠 中 (图 
3: A) ,注射 金黄 色 葡 萄 球菌 可 显著 提高 Bm7o19-1 
基因 的 相对 表达 水 平 。 注 射 3, 6 和 24 h 后 ， 
BmToll0-1 基因 的 相对 表达 量 分 别 为 0. 037, 0. 041 
和 0. 049 ,分 别 是 对 照 组 的 4.93, 8.63 和 15.34 售 。 
与 Bm7ol19-2 基因 相 比 ,金黄 色 和 葡萄 球菌 对 Bm TolI9 - 
1 基因 诱导 模式 相似 ,但 诱导 效果 更 好 ,基因 的 相对 
表达 量 更 高 。 

在 注射 金黄 色 和 葡萄 球菌 的 家 看 幼 虫 表皮 中 (图 
3: B) ,Bm7oll9-1 基因 的 相对 表达 水 平 在 注射 后 的 
3 h 中 诱导 上 调 表达 ,相对 表达 量 为 0.070 ,是 对 照 
组 的 11.3 倍 。 与 BmToll9-2 基因 相 比 ,金黄 色 和 葡萄 










































































球菌 对 BmToll9-1 基因 诱导 模式 稍微 不 同 , 相 对 表 
达 量 也 比 BmToll9-2 基因 高 ,但 均 在 3 h 的 诱导 效果 
最 好 ,基因 的 相对 表达 水 平 最 高 。 

在 注射 金黄 色 和 葡萄 球菌 的 家 和 春 幼 虫 脂肪 体 中 
(图 3: C) ,注射 金黄 色 葡 萄 球菌 可 在 6 h 时 显著 提 
高 BmToll9-1 基因 的 相对 表达 水 平 (相对 表达 量 为 
0.0039) ,是 对 照 组 的 38. 75 倍 。 与 BmToll9-2 基因 
相 比 ,Bm7oU9-1 基因 的 相对 表达 水 平 更 高 。 金 黄色 
葡萄 球菌 对 BmToll9-1 和 BmToll9-2 基因 诱导 模式 
相似 ,对 两 个 基因 表达 的 诱导 效果 均 在 6 h 时 最 好 ， 
此 时 基因 的 相对 表达 量 也 最 高 。 



























































3 讨论 


为 明确 外 源 病 原 体能 否 影响 Bm Toll9-2 基因 的 
表达 ,我 们 对 家 不 5 龄 幼虫 进行 肽 聚 糖 和 金黄 色 葡 
萄 球菌 的 注射 ,并 分 析 注 射 后 不 同时 间 BmToll9-2 
基因 在 不 同 组 织 中 的 表达 水 平 差异 。 实 时 奕 光 定量 
PCR 结果 显示 ,注射 肽 聚 糖 或 金黄 色 和 葡萄 球菌 都 可 
以 在 特定 的 时 间 段 引起 Bm7ol922 基因 的 上 调 表达 
(图 1 和 2)。 因 此 推测 BmTollo-2 基因 在 受到 肽 聚 
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Fig. 3 Effect of injection of Staphylococcus aureus on the relative expression level of BmToll9-1 in 
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different tissues of the 5th instar larvae of Bombyx mori 


A: 中 肠 Midgut; B; 表皮 Epidermis; C; 脂肪 体 Fat body. 








糖 或 金黄 色 葡 萄 球菌 外 源 病原 体 侵 当时 ,可 激活 家 
春 的 先天 免疫 通路 ,通过 改变 Toll 受 体 的 构象 ,提高 
Toll 基因 的 表达 量 来 应 对 外 源 体 的 感染 ( Cirimotich 
et al., 2010; Ramirez and Dimopoulos ，2010 ) 。 

在 检测 的 4 个 组 织 中 ,与 表皮 、 脂 肪 体 、 丝 腺 相 
比 , 中 肠 对 于 外 源 病 原 体 的 免疫 反应 更 强烈 ， 
BmToll9-2 基因 被 诱导 上 调 的 相对 表达 倍数 最 多 。 
这 可 能 由 于 中 肠 是 家 看 主要 的 消化 器 官 ,也 是 外 源 
病原 体 进 入 家 春 体 内 的 主要 通道 ,是 家 看 重要 的 免 
疫 反 应 场所 ,在 抵御 外 源 病原 体 时 起 着 更 重要 的 地 
位 和 作用 ( 陈 康 康 , 2016) 。 当 病原 体感 染 家 午时 ， 
家 竺 的 先天 免疫 系统 的 模式 识别 受 体 可 以 识别 病原 
体 PAMPs ,感知 病原 体 的 入 侵 ,启动 Toll 通路 参与 
家 看 肠 道 免疫 反应 。 因 此 可 检测 到 BmToll9-2 基因 
在 中 肠 组 织 均 能 受 不 同 外 源 体 诱导 表达 (Wu et al., 
2010a; Liu et al., 2013, 2014) , 

肽 聚 糖 是 革 兰 氏 阳 性 菌 和 革 兰 氏 阴 性 菌 的 细胞 
壁 主要 成 分 ,我 们 在 实验 中 选用 了 革 兰 氏 阳 性 菌 金 
黄色 葡萄 球菌 的 肽 聚 糖 作为 外 源 病原 体 ,对 家 奉 幼 
虫 进行 感染 (图 1)。 目 前 关于 肽 聚 糖 对 昆虫 免疫 的 




































































影响 ,也 有 相关 文献 提 过 。 在 昆虫 先天 免疫 中 , 肽 聚 
糖 识别 蛋白 充当 模式 识别 受 体 (peptidoglycan 
recognition protein, PGRP) , 检测 细菌 的 肽 聚 糖 , 帮 
助 宿主 抵抗 侵入 性 微生物 ( 陈 康 康 , 2016; Zhao et 
al., 2018) 。 肽 聚 糖 ` 脂 多 糖 和 大 肠 杆菌 能 诱导 家 香 
幼虫 血 淋 巴 中 的 抗菌 活性 (Zhang et al., 2018), 。 研 
究 表明 , 肽 聚 糖 识别 蛋白 PGRP-SD 作为 胞 外 受 体 作 
用 于 PGRP-LC 的 上 游 ,以 增强 肽 聚 糖 介 导 的 IMD 
言 号 传导 的 激活 (Iatsenko et al., 2016) ;也 可 激活 
Toll 通路 ,导致 Dorsal 和 Dif 等 转录 因子 的 激活 , 诱 
导 抗 菌 肽 的 表达 ,进而 抵御 革 兰 氏 阳 性 戎 的 侵 染 
( Mellroth et al., 2003; 许 平 震 等 , 2011) 。 在 本 研究 
中 ,注射 肽 聚 糖 后 3 h 开始 后 中 肠 BmToll9-2 基因 出 
现 显 著 的 上 调 表达 ,说 明 肽 聚 糖 可 能 激活 了 家 乍 的 
Toll 通路 ,引起 BmToll9-2 基因 的 表达 。 
同时 我 们 可 以 看 到 ,注射 金黄 色 和 葡萄 球菌 后 中 
Ws BmToll9-2 基因 也 出 现 也 显著 的 上 调 表 达 , 相 对 
表达 模式 与 注射 肽 聚 糖 的 相似 , 且 相 对 诱导 效果 更 
好 (图 1, 2) ,这 说 明 以 肽 聚 糖 为 主要 细胞 壁 成 分 的 
金黄 色 和 葡萄 球菌 也 可 引起 家 不 的 免疫 响应 ,诱导 
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BmToll9-2 在 不 同 组 织 中 的 上 调 表达 (图 2)。 与 
BmToll9-2 同 源 的 BmToll9-1 基因 ,也 能 被 金黄 色 葡 
萄 球菌 诱导 表达 。 与 BmToll9-2 基因 相 比 ,Brm7olio- 
1 基因 表达 模式 在 中 肠 与 脂肪 体 中 较 接 近 , 在 表皮 
中 稍 不 同 ( 图 2, 3)。 由 于 BmToll9-l 与 BmToll9-2 
是 两 个 同 源 性 较 高 的 受 体 蛋 白 (Liu et al., 2013) , 它 
们 的 表达 模式 出 现 类 似 , 也 是 有 可 能 的 。 从 数据 上 
看 ,金黄 色 和 葡萄 球菌 注射 诱导 后 ,Bm7ol19-1 基因 的 
相对 表达 水 平均 比 Bm Toll9 -2. 基因 的 相对 表达 水 平 
高 。 这 是 由 于 在 正常 条 件 下 ,BmToll9-1 的 表达 水 平 
比 BmToll9-2 的 高 (Liu et al., 2013) , 故 受 诱导 后 的 
相对 表达 水 平 也 同样 较 高 。 以 上 数据 均 表 明 ,金黄 
色 葡 萄 球菌 可 诱导 家 看 的 Toll9 受 体 ,激活 家 不 的 
Toll 信号 通路 。 这 可 能 由 于 家 和 看 的 肽 聚 糖 识别 蛋白 
能 响应 金黄 色 和 葡萄 球菌 ,引起 免疫 反应 ( 王 传 但 ， 
2014) 。 之 前 也 有 实验 证 明 ,通过 喂食 金黄 色 和 葡萄 
球菌 ,也 可 诱导 家 符 免 疫 通路 下 游 的 抗菌 肽 的 表达 
(Wu et al., 2010b) 。 通 过 喂食 家 和 看 金黄 色 葡 萄 球 
菌 ,可 引起 中 肠 中 的 抗菌 肽 CecropinB6 基因 相对 表 
达 量 显著 上 调 ( 王 延 稳 和 如 志 强 , 2016) 。 将 大 肠 杆 
菌 、 枯草 芽孢 杆菌 Bacillus subtilis , 418 PS JE Ze B3. 
KRIE .甘露 聚 糖 等 与 家 乔 血 液 混合 ,体外 反应 均 能 
不 同 程度 使 血液 发 生 黑 化 反应 ,并 在 以 上 外 来 异物 
周围 形成 黑色 素 ,说 明 它 们 可 以 引起 家 不 的 免疫 防 
御 作 用 ( 李 田 等 , 2015 ) 。 在 小 荣 蛾 中 也 发 现 喂食 金 
黄色 葡萄 球菌 可 激活 小 菜 蛾 中 肠 的 Toll, IMD, JNK 
fil JAK-STAT 途径 (Lin et al., 2018) 。 

由 于 缺少 适应 性 免疫 ,先天 性 免疫 反应 对 家 看 
抵抗 外 源 病 原 体 入 侵 、 保 护 自我 非常 关键 。 我 们 的 
实验 发 现 利用 革 兰 氏 阳 性 菌 的 肽 聚 糖 及 革 兰 氏 阳 性 
菌 金黄 色 葡 萄 球菌 ,可 上 调 家 蛋 幼 虫 Bm7oll92 基 
因 在 中 肠 .表皮 .脂肪 体 和 丝 腺 等 组 织 中 的 相对 表达 
水 平 , 也 能 诱导 同 源 的 Bm7ol19-1 基因 的 上 调 表达 。 
我 们 之 前 发 现 革 兰 氏 阴 性 菌 的 脂 多 糖 及 革 兰 氏 阴 性 
菌 大 肠 杆 菌 可 诱导 BmTollo-2. 基因 在 中 肠 中 的 表达 
(EXW, 2017) 。 因 此 本 研究 也 是 对 之 前 实验 结 
果 的 补充 ,从 而 证 明 革 兰 氏 阳性 菌 与 阴性 菌 可 诱导 
BmToll9-2 基因 的 相对 表达 情况 。 革 兰 氏 阳性 菌 与 
革 兰 氏 阴 性 菌 通 过 交叉 激活 家 和 在 Toll 途径 和 IMD 
途径 ,诱导 通路 上 的 不 同 因子 ,如 Toll. 受 体 等 的 表 
达 ,促进 抗菌 肽 的 合成 与 释放 ,参与 对 外 源 病原 体 的 
免疫 反应 (Yang et al., 2013) 。 然 而 BmTolI9 2. 如 何 
参与 免疫 反应 的 具体 机 制 , 仍 需 在 本 研究 的 基础 上 
深化 实验 ,通过 其 他 实验 手段 ,如 RNA 干扰 或 




































































































































































CRISPR 基因 编辑 技术 进行 功能 性 验证 ,得 出 更 为 深 
入 的 结果 与 结论 。 
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